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ABSTRAKT 
 
Probiotické mikroorganismy jsou obsaţeny kromě běţných mléčných produktů také 
v netradičních potravinách konzumovaných zejména v asijských zemích. V práci je uveden 
přehled vybraných méně obvyklých potravin s obsahem probiotických mikroorganismů, které 
nejsou řazeny mezi mléčné fermentované výrobky. Jsou diskutovány pozitivní účinky 
probiotických potravin na zdravotní stav člověka. Experimentální část práce se zabývá 
identifikací probiotických mikroorganismů přítomných ve vybraném probiotickém výrobku 
asijského původu. DNA byla z produktu izolována metodou fenolové extrakce a za vyuţití 
magnetických částic. Přítomnost probiotických MO byla zjišťována za vyuţití metody 
polymerázové řetězové reakce v reálném čase (qPCR). 
 
 
ABSTRACT 
 
Probiotic microorganisms are contained in common dairy products as well in unconventional 
probiotic products consumed especially in Asian countries. In the thesis is shown overview of 
chosen less common foodstuffs containing probiotic microorganisms, which no belong to 
fermented dairy products. In the thesis are discussed positive health benefits of probiotics 
foodstuffs on the host. The experimental part deals with the identification of probiotic 
microorganisms, which are contained in chosen probiotic product from Asia. DNA was 
isolated from the product by use phenol extraction and using magnetic particles. Probiotic 
microorganisms in chosen product were detected using method real-time polymerase chain 
reaction (qPCR). 
 
 
 
KLÍČOVÁ SLOVA 
 
Asijká jídla, netradiční výrobky, polymerázová řetězová reakce v reálném čase (qPCR), 
probiotika 
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1 ÚVOD 
Zdraví prospěšné vlastnosti probiotik jsou předmětem rozsáhlého výzkumu v posledních 
několika desetiletích. Lidé přišli do styku s probiotickými kulturami, kdyţ začaly konzumovat 
kysané mléko a fermentované pokrmy. Prospěšné účinky probiotik na zdraví byly vědecky 
potvrzeny aţ poté, co Mečnikov prokázal, ţe produkty z kysaného mléka podporují správnou 
funkci střevní mikroflóry. 
Probiotika jsou tradičně pouţívaná pro výrobu jogurtů a dalších fermentovaných mléčných 
produktů. Vyuţívají se převáţně bakterie řazené do rodů Lactobacillus, Bifidobacterium, 
Lactococcus, Streptococcus a Enterococcus. Po staletí je fermentace pouţívána za účelem 
uchování, zlepšení kvality nebo změny chuti obilovin, ovoce, zeleniny, luštěnin a masa. 
Fermentace vede k lepším výţivovým vlastnostem a k delší trvanlivosti výrobku. Rozšířené a 
komerčně důleţité jsou doplňky stavy a farmaceutické výrobky obsahující probiotika.  
Lidé se stále více zajímají o výrobky s probiotiky z důvodu dobrého vlivu na jejich zdraví. 
Jsou známy prospěšné účinky proti infekcím zaţívacího traktu, antimikrobiální aktivita, 
sníţení hladiny cholesterolu v séru a stimulace imunitního systému přidáním vybraných 
probiotických kmenů do potravin. Výzkum nových probiotických kmenů je důleţitý 
k uspokojení zvyšující se poptávky na trhu a k získání vysoce aktivních probiotických kultur 
pro produkty s lepšími probiotickými charakteristikami neţ v současné době nabízí trh. Při 
výrobě nových probiotických produktů musí být vzaty do úvahy vlastnosti probiotických 
kultur, které jsou nezbytné pro udrţení účinnosti probiotik po celou dobu skladování 
produktu. Potravinová matrice hraje důleţitou roli v ovlivňování přeţití, fyziologii a účinnosti 
probiotických kultur. 
V poslední době dochází ke zvyšování poptávky po nemléčných probiotických produktech, 
a to z důvodu nesnášenlivosti nebo potravinových alergií na jednotlivé sloţky obsaţené 
v mléce. Mezi fermentované produkty neobsahující mléko patří výrobky z ovoce, zeleniny a 
obilovin. Netradiční potravinou s probiotiky je například i kysané zelí. Další alternativou 
mléčných produktů jsou fermentované výrobky ze sóji rozšířené zejména v asijských zemích 
např. v Japonsku je to miso pasta, Indie je známá svým tempehem. Mezi další potravinu, 
konzumovanou zejména v Asii, patří Tibetský kefír získaný fermentací mléka působením 
kefírových zrn. Výše uvedené potraviny jsou příkladem regionálních potravin, na které se 
především zaměřuji ve své práci. Nepatří mezi běţná evropská jídla a pro mnohé lidi jsou 
neznámá. Tyto potraviny jsou konzumovány převáţně v cizích zemích, ale jsou dostupné uţ i 
v České republice. U nás nejsou moc rozšířené, přestoţe jsou výţivově hodnotné a tím 
přispívají ke zdraví hostitele. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Obecná charakteristika probiotik, prebiotik a synbiotik 
Probiotika jsou velmi důleţitou součástí fermentovaných mléčných výrobků, doplňků stravy, 
léků a farmaceutických přípravků. Pozitivní účinky probiotických produktů jsou posíleny 
přidáním prebiotik. Tato kombinace se nazývá synbiotikum. Prebiotika společně s probiotiky 
jsou přítomny např. v potravinách a doplňcích stravy. [1, 2] 
 
2.1.1  Probiotika 
Termín probiotika poprvé pouţili Lilly a Stillwell (1965) k popisu látek vylučovaných jedním 
mikroorganismem, které podporují růst dalších MO. [3] Obecně přijatá definice uvádí, ţe 
probiotika jsou ţivé organismy, které aplikovány v přiměřeném mnoţství přináší zdravotní 
prospěch svému hostiteli (FAO/WHO). [4] Jako první objevil prospěšné účinky bakterií na 
zaţívací trakt člověka Ilja Mečnikov v Pasteurově institutu v Paříţi na počátku 20. století. [5] 
Byly to bakterie Streptococcus salivarius subsp. thermophilus a Lactobacillus delbrueckii 
subsp. bulgaricus izolované ze zkysaného mléka. [6] 
S probiotiky se setkáváme nejčastěji v zakysaných mléčných výrobcích, v doplňcích stravy 
a farmaceutických výrobcích. [1] Probiotické mikroorganismy jsou většinou lidského nebo 
ţivočišného původu, ale přirozeně se vyskytují i na rostlinách. Mnoho bakterií pouţívaných 
v probiotických výrobcích je izolováno z lidské stolice, z důvodu zajištění co největší 
kompatibility s lidskou střevní mikroflórou a zlepšení jejich šancí na přeţití. [7]  
Vzhledem ke zvyšujícímu se počtu probiotických MO a zdravotních nároků na produkty 
obsahující tyto prospěšné MO, je v poslední době důleţitým předmětem zájmu posouzení 
bezpečnosti těchto MO pro lidskou spotřebu. [2] 
Mikroorganismy označované jako probiotika musí splňovat následující podmínky [4, 7] 
 Odolnost k ţaludeční šťávě a ţlučovým kyselinám 
 Schopnost adherovat ke sliznici nebo k epitelovým buňkám ve střevech 
 Působit antimikrobiálně na potenciálně patogenní bakterie 
 Schopnost sníţit přilnavost patogenních mikroorganismů k povrchu střev 
 Schopnost hydrolýzy soli ţlučové kyseliny 
 Musí být bezpečné pro konzumenta a účinně působit na jeho zdraví 
 A tuto účinnost si musí udrţet po dobu trvanlivosti výrobku  
 Musí být ţivotaschopné a dostupné ve vysoké koncentraci, typicky alespoň 108–109 na 
gram produktu. 
 
Mikroorganismy, které jsou nejběţněji řazeny mezi probiotika, patří ke skupině LAB - rody 
Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Lactococcus, Enterococcus a Streptococcus a 
k rodu Bifidobacterium. Rod Bifidobacterium je v některých zdrojích zařazen do skupiny 
LAB. Kromě bakterií mléčného kvašení je v současné době mezi probiotika řazen stále se 
zvyšující počet dalších bakterií, kvasinek či plísní, patřících do rodů Bacillus, Clostridium, 
Propionibacterium, Saccharomyces a gramnegativní Escherichia coli. [8] Přehled vybraných 
mikroorganismů uváděných na trhu jako probiotika je uveden v Tab. 1. 
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Tab. 1 Vybrané mikroorganismy s probiotickým účinkem. [8] 
Bifidobakterie L. salivarius 
B. bifidum Další bakterie mléčného kvašení 
B. adolescentis Enterococcus faecalis 
B.animalis Lactococcus lactis 
B.longum subsp. infantis Leuconostoc mesenteroides 
B.longum subsp. longum Streptococcus salivarius 
Laktobacily Streptococcus thermophilus 
L. acidophilus Bacily 
L. casei B. cereus 
L. kefiri B. coagulans 
L. delbrueckii subsp. delbrueckii B. subtilis 
L. delbrueckii subsp. bulgaricus Další bakterie 
L. delbrueckii subsp. lactis Clostridium butyricum 
L. fermentum Escherichia coli 
L. plantarum Saccharomyces bourlardii 
L. rhamnosus Propionibacterium freudenreichii 
 
LAB jsou pouţívány k řízeným procesům fermentace potravin. Produkty fermentace 
způsobují změny vlastností výrobku sníţením pH a vytvořením nepříznivých podmínek pro 
růst potenciálně patogenních MO, jak v potravinách, tak ve střevní mikroflóře člověka. [7] Při 
opakovaném uţívání probiotika přispívají ke zlepšení celkového zdravotního stavu člověka. 
[9] 
2.1.2 Prebiotika 
Prebiotika byla poprvé definována v roce 1995 Gibsonem a Roberfroidem jako „ nestravitelné 
sloţky potravy, které příznivě ovlivňují hostitele selektivní stimulací růstu anebo aktivity 
jednoho anebo omezeného počtu bakteriálních druhů vyskytujících se v tlustém střevě, a tím 
vedou ke zlepšení zdraví hostitele“. Tato definice byla aktualizována a v současné době jsou 
prebiotika definována jako „selektivně fermentované sloţky, které umoţňují specifické 
změny ve sloţení anebo aktivitě střevní mikroflóry, a tím zlepšují zdraví hostitele“.  
Prebiotika jsou potravou pro probiotika, stimulují růst a ţivotní aktivitu laktobacilů a 
bifidobakterií ve střevech. [9] Prebiotika jsou součástí potravin, doplňků stravy nebo 
dietetických potravin. [2]  
Pro zařazení mezi prebiotika musí sacharidy splňovat následující kritéria. [5, 10] 
 Odolnost proti ţaludečním a ţlučovým kyselinám a proti hydrolytickým enzymům ve 
střevě  
 Nesmí být absorbovány v horní části zaţívacího traktu 
 Schopnost podlehnout fermentaci mikroflórou, která kolonizuje zaţívací trakt 
 Být selektivním substrátem pro vybrané prospěšné bakterie tlustého střeva a tím 
podporovat jejich růst a metabolickou aktivitu  
 Pozitivně ovlivňovat sloţení mikroflóry tlustého střeva ve prospěch zdraví hostitele  
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V současnosti jsou všechna prebiotika popisována jako sacharidy s krátkým řetězcem 
(oligosacharidy) sestávajícím se z 3–10 sacharidových monomerů. Tyto sacharidy jsou 
nestravitelné. Výjimku tvoří inulin, který je směsí fruktooligosacharidů a polysacharidů. [9] 
Zdrojem inulinu je kořen čekanky, cibule, česnek a chřest. Oligosacharidy, které splňují 
všechny podmínky pro zařazení mezi prebiotika, jsou inulin, fruktooligosacharidy (FOS) a 
(trans) galaktooligosacharidy (GOS). Tyto oligosacharidy působí bifidogenně, tedy podporují 
růst bifidobakterií a omezují růst patogenních bakterií. [5, 10] 
2.1.3 Synbiotika 
Kombinace probiotik s  prebiotiky je označována jako synbiotikum.  Toto spojení vede ke 
zlepšení přeţití zdraví prospěšných MO v zaţívacím traktu hostitele, díky tomu, ţe prebiotika 
selektivně podporují růst probiotických MO. Příkladem synbiotika je fruktooligosacharid 
s kmenem bifidobakterie. [5]  
 
2.2 Mechanismy účinku probiotik a prebiotik 
2.2.1 Mechanismus účinku probiotik 
Škodlivé MO, které kolonizují zaţívací systém, fermentují potravu za vzniku látek, které jsou 
toxické pro náš organismus. Probiotika vedou ke kolonizaci zaţívacího systému MO, které 
jsou schopny neutralizovat ty škodlivé. Zejména při léčbě antibiotiky dochází k narušení 
rovnováhy uţitečné střevní mikroflóry, uţívání probiotik vede k regeneraci mikrofóry. [3] 
Probiotika adherují na střevní epitel a blokují tak vazebná místa pro patogenní 
mikroorganismy. Některé probiotické MO jsou schopny soutěţit s patogenními bakteriemi o 
ţiviny. Jiná probiotika degradují toxiny a také blokují receptory pro toxiny na střevní sliznici. 
Probiotika produkující enzym laktasu (Streptococcus thermophilus a Lactobacillus 
bulgaricus) působí příznivě u lidí s nedostatečným trávením laktosy vzhledem ke sníţené 
aktivitě střevního enzymu laktasy. [5, 11] 
2.2.2 Mechanismus účinku prebiotik 
Inulin, fruktooligosacharidy (FOS) a galaktooligosacharidy (GOS) jsou označovány pojmem 
vláknina. Rozpustná vláknina podléhá fermentaci střevní mikroflórou. Vznikající bakteriální 
biomasa vede ke zvětšování objemu stolice a to působí jako prevence zácpy. Někdy je 
vláknina metabolizována na vodík, metan, oxid uhličitý a mastné kyseliny s krátkým řetězcem 
(SCFAs). SCFAs způsobují sníţení pH ve střevě, coţ podporuje růst bifidogenních bakterií a 
LAB. Prebiotika podporují produkci mucinu, který přispívá ke sníţení translokace 
patogenních bakterií přes střevní sliznici. [5] 
 
2.3 Účinky probiotik na zdraví člověka 
Probiotika ve formě doplňků stravy nebo obsaţená v potravinách či jídlech působí spíše jako 
prevence nemocí neţ k samotné léčbě nemocí. Přispívají k redukci hladiny cholesterolu, 
sníţení výskytu alergií, k imunomodulaci, působí preventivně proti rakovině střev a jsou 
pouţívány při léčení infekčních onemocnění včetně virových a bakteriálních průjmů. Působí 
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jako prevence zápachu z úst a zubního kazu. Je studováno jejich vyuţití v dermatologii 
k léčbě koţních zánětů a ekzémů. [8, 9] 
Zdravotní výhody probiotických mikroorganismů jsou kmenově specifické. Ţádný kmen 
nedisponuje všemi výše zmíněnými pozitivními účinky na zdraví člověka. Ani kmeny 
stejného druhu nebudou účinné proti shodným zdravotním problémům. [7] 
 
2.4 Vyuţití probiotických mikroorganismů 
Trh nabízí celou řadu výrobků s probiotiky, ale ne všechny výrobky probiotické MO skutečně 
obsahují. Mnohé MO nesplňují výše uvedené podmínky, aby mohly být označeny za 
probiotika nebo nejsou známy dostatečné důkazy o jejich probiotickém charakteru. Výrobky, 
které jsou na trhu uváděné jako obsahující probiotika jsou uvedeny v Tab. 2. Některé z těchto 
výrobků mohou být legitimně označovány jako probiotika, protoţe jsou ověřeny vědeckými 
důkazy a prokazatelně zaznamenány jako bezpečné a funkční (splňují výše uvedené 
podmínky). [8] 
 
Tab. 2 Přehled různých typů výrobků s probiotiky na trhu [8] 
Přírodní fermentované výrobky 
sýr, kefír, acidofilní mléko, jogurt, hořké lihoviny 
Nefermentované výrobky 
chléb, sušenky, cereálie, ţvýkačky, suchary, káva, čokoláda, mraţený jogurt, müsli tyčinka, 
zmrzlina, med, ledový čaj, dţusy, muffiny, pizza, mateří kašička, sójové mléko 
Doplňky stravy 
doplňky stravy poskytované jako prášky, tablety, kapsle 
Registrované farmaceutické výrobky 
tablety, pilulky, kapsle, vaginální čípky 
Kosmetické a hygienické výrobky 
voda po holení, sérum proti stárnutí, pleťová voda, hydratační krém, zubní pasta, hygienické 
kapesníky, tampony, šampony, sprchové gely 
Výrobky pro zvířata 
Doplňky na zaţívání a péči o ústní dutinu pro domácí zvířata, výrobky pro péči o ryby, 
potravinové doplňky pro zvířecí farmy 
 
2.5 Netradiční výrobky s probiotiky 
Probiotika jsou komerčně vyuţívána po celém světě, a to převáţně ve formě fermentovaných 
potravin a fermentovaných mléčných produktů. S konzumací fermentovaných mléčných 
výrobků jsou spojena některá zdravotní rizika. Patří k nim hlavně intolerance laktosy, alergie 
na proteiny v mléce, vysoký obsah tuků a vysoká hladina cholesterolu. [11] 
Z důvodu výskytu zdravotních rizik vyvolaných konzumací mléka se přechází 
k netradičním fermentovaným produktům neobsahujícím mléko. K těmto produktům patří 
probiotické fermentované obiloviny, produkty ze sóji, z ovoce a zeleniny. [11] Výhodou 
nemléčných probiotických produktů je jejich přirozená a povzbuzující chuť zejména u 
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ovocných dţusů. Ve srovnání s nemléčnými potravinami se mléčné produkty vyznačují vyšší 
mírou přeţití probiotik a lepší dostupností vápníku. 
Probiotika mají slibné vyuţití jako přídavky do ovocných výrobků díky jejich toleranci ke 
kyselému prostředí. Ovocné dţusy obsahují cukr, který podporuje růst probiotik. Mimo 
nejvíce rozšířené pomerančové, ananasové a brusinkové dţusy jsou probiotika obsaţena i 
v méně známých mangových, grepových a švestkových dţusech. Co se týče zeleniny, byl 
výskyt probiotik potvrzen v rajčatových, zelných, řepných, ale také zázvorových a mrkvových 
šťávách. Probiotické produkty na bázi rajčatové šťávy nejčastěji obsahují laktobacily (Lb. 
acidophilus, Lb. plantarum, Lb. casei a Lb. delbrueckii). Výše uvedené laktobacily jsou 
vhodné i pro výrobu probiotické šťávy ze zelí. Fermentací čínského zelí v přítomnosti LAB se 
připravuje kimči (tradiční korejské jídlo) podobné našemu kysanému zelí. 
Také obiloviny jsou vhodným substrátem pro růst některých probiotických bakterií. 
Nemléčné fermentované produkty z obilovin jsou součástí lidské výţivy jiţ po staletí, ale 
probiotické vlastnosti MO v nich obsaţených byly objeveny teprve nedávno. Konzumace 
fermentovaných obilných jídel je výhodná z hlediska přítomnosti nestravitelných sacharidů 
(galakto- a fruktooligosacharidy, β-glukan), které mohou selektivně stimulovat růst 
laktobacilů a bifidobakterií přítomných v tlustém střevě, čímţ působí jako prebiotika. Tarhana 
a Kishk jsou tradiční fermentované produkty z mléka a obilovin obsahující LAB s některými 
probiotickými vlastnostmi. 
K fermentaci lze pouţít obiloviny jako kukuřice, čirok, proso, oves, ječmen, pšenice a ţito. 
Fermentace obilovin zvyšuje biologickou dostupnost minerálů jako mangan, fosfor, ţelezo, 
zinek a vápník, a zlepšuje dostupnost vitamínů skupiny B. 
  Fermentovaná potravina z ovsa podobná ochucenému jogurtu nebo ovesné kaši, 
produkovaná ve Finsku, se nazývá Yosa. Obsahuje prebioticky působící beta-glukan (hlavní 
funkční sloţka obilné vlákniny) pro sníţení hladiny cholesterolu, který je kombinován s 
účinkem prospěšných LAB a bifidobakterií. Tradičním kukuřičným produktem Balkánského 
poloostrova je nápoj s nízkým obsahem alkoholu nazývaný Boza. Nápoj obsahuje téţ pšenici 
a další obilniny a je přirozeným zdrojem probiotických LAB. 
Sója je nejdůleţitější luštěninou v tradiční asijské stravě. Fermentace sóji způsobuje 
zvýšenou stravitelnost a lepší chuť jejích produktů. Ze sóji se připravuje fermentované sójové 
mléko a sójový tvaroh. Fermentací sójového mléka v přítomnosti probiotických bakteriálních 
startovacích kultur se vyrábí sójový sýr. Plísňovým kvašením sójových bobů se získává 
tradiční indonéské jídlo tempeh. Z dušených sójových bobů zaočkovaných plísňovou kulturou 
se připravuje fermentovaná miso pasta. 
Také maso je vhodným nosičem probiotických MO, protoţe chrání LAB proti smrtícímu 
účinku ţluči. Cílovými produkty při zpracování masa jsou různé sušené salámy, které se 
vyrábí ze syrového, vysušeného masa fermentací bez zahřívání a zráním. Mikroorganismy, 
které se převáţně podílí na fermentaci salámu, jsou různé druhy LAB (Lb. casei, Lb. curvatus, 
Lb. pentosus, Lb. plantarum, Lb. sakei, Pediococcus acidilactici a P. pentosaceus), dále 
grampozitivní MO, plísně a kvasinky. Vedle fermentovaných salámů byly LAB 
s probiotickým potenciálem identifikovány i v tradičních indických fermentovaných rybích 
produktech (Ngari, Hentak). [7, 11] 
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2.5.1 Přírodní fermentované potraviny asijského původu 
Jedná se o skupinu potravin, které vznikají přírodní fermentací po zaočkování vybraného 
substrátu vhodnými kulturami mikroorganismů. V Evropě jsou fermentovány zejména 
přírodní substráty jako kvašené zelí, okurky a mléčné produkty. Mimo tyto substráty jsou 
v asijských zemích vyuţívány také čaje, sójové boby, hrách, atd. 
2.5.1.1  Kombucha (čajová houba) 
Kombucha je fermentovaný nápoj konzumovaný v několika zemích světa. Není známo, kde 
přesně kombucha vznikla. Základem Kombuchy je slazený černý nebo zelený čaj.  Dříve byla 
kombucha označována jako společenství kvasinek (Pichia, Zygosaccharomyces, 
Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Saccharomycodes, Brettanomyces, Torulaspora a 
Candida) a octových bakterií (Acetobacter a Gluconobacter). Pozdější výzkumy prokázaly 
přítomnost bakterií mléčného kvašení. V kultuře kombuchy je hojně zastoupena bakterie 
Lactobacillus kefiranofaciens subsp. kefirgranum.  
Kombucha se pěstuje na zeleném nebo černém čaji v přítomnosti sacharosy. Kultura 
mikroorganismů kombuchy na černém čaji obsahuje zejména Lactobacillus plantarum, 
Streptococcus thermophilus, Streptococcus lutetiensis, Streptococcus bovis, Brevibacterium 
sp. 
Kombucha je povaţována za prospěšný nápoj v případě zaţívacích problémů, cukrovky, 
vysoké hladiny cholesterolu, vysokého krevního tlaku, v boji proti stresu a rakovině. Nedávné 
studie ukázaly, ţe kombuchovou kulturu mikroorganismů je moţno vyuţít jako startovací 
kulturu pro mléčné kvašení. Produkty mléčného kvašení získané pomocí kombuchy mají 
podobné fyzikálně-chemické vlastnosti a kyselost jako mléčné výrobky připravené běţnými 
probiotickými jogurtovými startovacími kulturami. [12]  
2.5.1.2  Tempeh 
Tempeh je tradiční indonéské jídlo dobře známé v západních zemích jako produkt nahrazující 
maso ve vegetariánské stravě. Konzumuje se jako hlavní jídlo nebo jako surovina do salátu. 
Tempeh se získává plísňovým kvašením loupané, namočené a vařené luštěniny, zejména 
sójových bobů. Substrát je prorostlý kulturou Rhizopus sp., která vytváří tenké bílé mycelium, 
ohraničující semena luštěnin společně do hustého děleného koláče. Plísňové kvašení luštěnin 
zlepšuje výţivovou hodnotu substrátu, zvyšuje mnoţství antioxidantů a vitamínů. Mimoto 
tento proces způsobuje rozklad antinutričních látek přítomných v semenech. Za účelem 
získání produktů rozmanitých charakteristik a chutí, mohou být místo sójových bobů jako 
substrát pro kvašení tempehu pouţity další luštěniny např. hrách, bob obecný nebo běţné 
fazole. Kvašení tempehu je obvykle prováděno jedním druhem mikroorganismů. Nicméně, 
můţe být pouţita i směs kultur sestávající z odlišných kmenů Rhizopus nebo můţe docházet i 
ke smíšené kultivaci např. Rhizopus a Aspergillus oryzae. Růst bakterií mléčného kvašení 
během výroby tempehu, můţe být příznivý, protoţe je známo, ţe přispívají k procesu 
fermentace. Navíc bylo prokázáno, ţe Lactobacillus plantarum inhibuje růst Salmonella 
infantis, Escherichia coli a dalších patogenních nebo neţádoucích bakterií v tempehu. [13] 
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2.5.1.3  Miso pasta 
Miso (japonská fermentovaná sójová pasta) je nezbytná při přípravě japonských jídel. 
V Japonsku se pouţívá zejména pro přípravu miso polévky. Dále se můţe vyuţít na přípravu 
pomazánek a omáček. Miso má výbornou výţivovou hodnotu a pomáhá k udrţení zdraví 
člověka.  
Výrobě miso pasty předchází příprava miso koji. Koji se vyrábí působením fermentujících 
mikroorganismů v přítomnosti vysokého obsahu soli. Připravuje se z dušených sojových bobů 
nebo obilovin jako rýţe či ječmen očkováním startovací kulturou probiotické plíšně 
Aspergillus oryzae. Výroba koji a následně miso je znázorněna na Obr. 1. Koji se vyuţívá i 
k přípravě dalších jídel jako sójová omáčka, saké (kvašený alkoholický nápoj), mirin (sladké 
japonské rýţové víno), rýţový ocet, nakládaná zelenina. Pro výrobu miso se koji smísí s 
inokulem kvasinek a probíhá kvašení po dobu obvykle 3 měsíců aţ několik roků. Výsledkem 
je pasta, která zůstává tuhá. Během kvasícího procesu kvasinky a přirozeně se vyskytující 
mléčné bakterie rostou a hydrolyzují proteiny a sacharidy v sójových bobech nebo 
obilovinách za vzniku aminokyselin, mastných kyselin a jednoduchých cukrů. Aminokyselina 
glutamát dodává koji intenzivně vydatnou a pikantní chuť známou jako umami.  
Miso a jeho sloţky mají vliv na sníţení krevního tlaku, potlačují osteoporózu, působí jako 
prevence rakoviny a srdečních onemocnění. [14–17] Miso běţně obsahuje kvasinky, plísně a 
bakterie mléčného kvašení. Typickými druhy bakterií mléčného kvašení jsou 
Tetragenococcus halophilus, který je důleţitý v procesu fermentace a zrání. Další LAB 
vyskytující se v miso: Enterococcus faecalis, Pediococcus acidilactici, Lactobacillus 
fructivorans, Lactobacillus plantarum. [18] Mezi kvasinky, které miso obsahuje, jsou řazeny 
především: Zygosaccharomyces rouxii, Pichia anomala, Candida guilliermondii, Candida 
fermentaci, Candida etchellsii a Candida versatilis. [19]  
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Obr. 1 Výroba miso z ječmene. Upraveno dle [16] 
 
2.5.1.4  Tibetská kefírová houba 
Tradiční kefírová zrna se pouţívají jiţ mnoho století v několika zemích, např. v Tibetu, Čína. 
Zaočkováním mléka kefírovými zrny je vyráběn kefír, kyselý, viskózní, mírně sycený mléčný 
nápoj.  
Mléko fermentované v přítomnosti kefírových zrn je typem jogurtu slabě syceného 
bublinkami CO2 nazývaného Tibetský kefír, který je tradičním tibetským jídlem. Ze statistiky 
vyplývá, ţe lidé konzumující kefír se doţívají vyššího věku. Ve střevě těchto lidí jsou hojně 
zastoupeny rozmanité probiotické bakterie, které mají pozitivní vliv na zdraví. Kromě tohoto 
pozitivního vlivu se kefír vyznačuje vysokou výţivovou hodnotou. Několika nezávislými 
studiemi bylo prokázáno, ţe kefír má protizánětlivou, imunomodulační, antimikrobiální a 
antiproliferační aktivitu. 
Tibetská kefírová zrna obsahují komplex mikrobiálního společenství sloţeného z LAB 
(Lactobacillus, Lactococcus a Leuconostoc) a kvasinek (Saccharomyces, Kluyveromyces a 
Candida utilis). Tyto mikroorganismy drţí pohromadě prostřednictvím matrice z vláknitého 
materiálu tvořeného polysacharidy nerozpustnými ve vodě a proteiny. Kvasinky a bakterie 
mléčného kvašení ţijí v symbióze a jsou odpovědné za mléčné a alkoholové kvašení. 
K bakteriím izolovaným z Tibetského kefíru patří Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus 
plantarum a Lactobacillus kefiranofaciens. Tyto tři identifikované laktobacily jsou odolné 
vůči kyselinám a ţlučovým solím, vedou k asimilaci cholesterolu a schopnosti koprecipitace 
cholesterolu. Lze je pouţít jako probiotické startovací kultury pro výrobu nových 
fermentovaných potravin. [20, 21] 
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2.5.1.5  Kimči 
Kimči je fermentované jídlo připravované v Korei kvašením zeleniny (Obr. 2). Jako tradiční 
korejská příloha, je konzumováno v syrovém stavu téměř 2000 let. Existuje více neţ 200 
odlišných typů kimči. Záleţí na druhu pouţité zeleniny, přidaných ingrediencích (např. sůl, 
červená paprika, česnek, pórek, zázvor), přípravě a oblasti.  
Kimči se připravuje fermentací slané zeleniny (čínské zelí, ředkev nebo okurka) působením 
přirozeně se vyskytujících LAB s probiotickými vlastnostmi (Leuconostoc, Lactobacillus a 
Weissella), které produkují různé sloučeniny, jako organické kyseliny (mléčná a octová 
kyselina), oxid uhličitý, etanol, a další aromatické sloučeniny (mannitol a aminokyseliny) 
přispívající k senzorickým vlastnostem produktu. Kimči působí pozitivně na lidské zdraví, 
vyznačuje se antimutagenní a antioxidační aktivitou, prevencí a zmírněním alergií, inhibicí 
růstu Helicobacter pylori (patogenní MO kolonizující ţaludeční sliznici), atd. 
Kimči je také důleţitým zdrojem vitamínů, minerálů, vlákniny a dalších ţivin s nízkou 
energetickou hodnotou a nízkým obsahem tuků. [22–24] 
 
 
Obr. 2 Kimči z čínského zelí [24] 
 
2.6 Molekulárně diagnostické metody 
Mikrobiologická analýza produktů obsahujících neţádoucí nebo zdraví prospěšné MO se 
uskutečňuje pomocí metod zaloţených na polymerázové řetězové reakci (PCR). Pouţití PCR 
metody se v poslední době značně rozšířilo, PCR je nejčastěji pouţívanou molekulárně 
diagnostickou metodou. Poskytuje schopnost generovat dostatek genetického materiálu ke 
studování funkce genů a vlivů mutací. Další aplikací je detekce a kvantifikace specifických 
genů a skupin genů. Nabízí nové moţnosti zejména v základním výzkumu a diagnostice. 
Existuje velké mnoţství variant a nových metod zaloţených na PCR. Jednou z modifikací je 
PCR v reálném čase. [1, 25, 26] 
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2.6.1 PCR v reálném čase 
Kvantitativní PCR v reálném čase (qPCR) umoţňuje rychlou, citlivou a spolehlivou detekci a 
kvantifikaci specifického úseku DNA a RNA. [27] Hlavní odlišností qPCR od konvenční 
PCR je, ţe qPCR umoţňuje změřit mnoţství PCR produktu po kaţdém amplifikačním cyklu, 
zatímco u konvenční PCR je mnoţství PCR produktu detekováno aţ po skončení amplifikace. 
[25] 
2.6.1.1  Princip metody 
Během amplifikace se fluorescenční barvivo váţe, buď přímo nebo nepřímo prostřednictvím 
značené hybridizační sondy, ke vznikajícím molekulám dsDNA (produkty PCR) a tyto 
fluorescenční substráty umoţňují pak detekovat mnoţství PCR produktu během reakce 
zvýšením hodnoty fluorescence. Fluorescenční signál je tedy přímo úměrný koncentraci 
DNA. [25] 
Výhodou oproti konvenční PCR je schopnost stanovit výchozí počet kopií cílové sekvence 
DNA, neboli provedení kvantifikace. [28] 
Amplifikační křivka je esovitě zakřivená (Obr. 3 vlevo). Průběh křivky můţe být rozdělen 
na tři části znázorňující fáze PCR amplifikace: 
1. Fáze pozadí (baseline) 
Fluorescence zatím není detekována, protoţe mnoţství amplikonu (PCR produktu) je 
nízké. 
2. Exponenciální fáze 
Bylo dosaţeno prahu detekce. Mnoţství produktu PCR roste exponenciálně a tím 
dochází i k růstu fluorescence (trvá asi 4–8 cyklů). 
3. „Plató“ fáze 
Nastává při nasycení systému (např. jakmile dojde ke spotřebování některých 
komponentů reakce); mnoţství amplifikovaného produktu se nemění a fluorescenční 
signál zůstává konstantní. [25, 28] 
 
Pro kvantitativní detekci produktu v průběhu PCR se pouţívají tři metody zaloţené na pouţití: 
 interkalačního barviva vázajícího se na DNA (např. SYBR Green I, SYTO-9) 
 fluorescenčně značených sond vázajících se na střední část amplifikovaného produktu 
(např. TagManTM sondy, molekulární majáky) 
 fluorescenčně značených primerů (např. AmpliFluorTM) [29] 
 
Detekce zaloţená na interkalačním barvivu spočívá v zabudování barviva do 
dvoušroubovice DNA. Barviva se interkalují do menšího ţlábku dsDNA vratně, ale pevně. 
Během amplifikace dochází ke zvyšování mnoţství barviva navázaného k produktům PCR, 
které jsou postupně tvořeny, fluorescence tedy stoupá s koncentrací amplikonů. [25] Ze všech 
tří uvedených metod je tato nejjednodušší a finančně nejdostupnější, avšak barviva jsou 
nespecifická a váţí se na jakoukoli dsDNA vznikající během amplifikace, včetně dimerů 
primerů. Není tedy moţné touto metodou rozlišit nespecifické produkty od specifických. To 
lze vyuţitím fluorescenčně značených sond, jejichţ sekvence jsou komplementární k sekvenci 
ve střední části amplikonu. [25, 28] 
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Obr. 3 Amplifikační a kalibrační křivka. Upraveno dle [27] 
 
Bod, ve kterém je fluorescence poprvé detekována jako statisticky významná hodnota nad 
fází pozadí (baseline), se nazývá „treshold cycle“ nebo hodnota Ct. Tato hodnota je 
nejdůleţitějším parametrem kvantitativní PCR. Čím dříve dojde k překročení limitu detekce 
fluorescence, tím vyšší je počáteční mnoţství molekul DNA ve vzorku. [25] 
Nepřímo úměrná závislost logaritmu počátečního počtu templátových kopií (N0) na Ct 
hodnotě (Obr. 3 vpravo) je vyuţita pro kvantifikaci mnoţství DNA ve vzorcích. Jedná se o 
metodu absolutní kvantifikace. 
PCR v reálném čase se uskutečňuje v cyklerech, ve kterých se provádí jak amplifikace, tak 
detekce fluorescence (intenzita fluorescenčního signálu odpovídá mnoţství produktu PCR 
v kaţdém cyklu amplifikace). [28] 
2.6.1.2  Absolutní kvantifikace 
Metoda absolutní kvantifikace vyţaduje dodání série standardů o známé koncentraci u kaţdé 
reakce ke stanovení absolutního mnoţství cílové nukleové kyseliny. Ideální standard obsahuje 
sekvence, které jsou stejné jako cílová sekvence nukleové kyseliny nebo které se pouze mírně 
liší od cílové sekvence. [25] 
Kalibrační přímka získaná po provedení qPCR se sérií roztoků standardů je pouţita ke 
stanovení výchozí koncentrace analyzovaného vzorku na základě známé hodnoty Ct. [28] 
Kalibrační křivka je charakterizována určitými parametry, ze kterých je moţné ověřit účinnost 
kvantifikace. [25] 
Reakční účinnost (E) se vypočte ze sklonu kalibrační křivky (slope) s vyuţitím této 
rovnice: 
  110efficiency slope/1    
Korelační koeficient R2 kalibrační přímky je ukazatelem přesnosti reakce a je ovlivněn 
přesností pipetování a rozsahem výsledků. Jestliţe je R2 ≤ 0,985, tak stanovené výsledky 
nemůţeme brát za spolehlivé a kvantifikace není přesná. Optimální hodnota korelačního 
koeficientu je ± 0,99. 
Jestliţe je PCR reakce 100% účinná, mnoţství PCR produktu se bude zdvojnásobovat po 
kaţdém cyklu a sklon kalibrační křivky bude − 3,33. Hodnota sklonu kalibrační křivky (M) 
je obecně přijatelná v rozmezí −3,9 aţ −3,0, coţ odpovídá účinnosti 80-110%. 
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Účinnosti kvantifikace je dosaţeno pouze při optimálních hodnotách parametrů 
charakterizujících kalibrační křivku. [25, 28] 
2.6.1.3  Relativní kvantifikace 
Relativní kvantifikace spočívá ve výpočtu poměru mezi mnoţstvím cílového templátu ve 
vzorku a referenčního (kontrolní) vzorku. Přesnost relativní kvantifikace závisí na vhodném 
výběru referenčního vzorku. [25] 
2.6.1.4  Analýza křivky tání 
Poněvadţ barviva jsou nespecifická a váţí se na jakékoli dvouřetězcové molekuly DNA, je 
důleţité ověřit, zda PCR produkuje pouze specifické produkty nebo i nespecifické. K tomu 
slouţí kvalitativní analýza qPCR produktu označovaná jako analýza křivek tání (Melt 
analysis). Provádí se na konci qPCR reakce za pomocí fluorescenčního barviva. S rostoucí 
teplotou dochází k denaturaci dsDNA (PCR produktu). V důsledku toho se uvolňuje 
fluorescenční barvivo a klesá intenzita fluorescence.  
Vynesením intenzity fluorescence v závislosti na teplotě získáme křivku tání. Po derivaci 
křivky tání lze zjistit teplotu tání specifikou pro daný amplikon. Výsledky o vysoké specificitě 
produktu dávají jeden pík o vysoké teplotě (> 80 °C) ve všech reakcích a jinak ţádné, nebo 
velmi nízké píky, které jsou detekovány v kontrolním vzorku (bez templátu). Výška píku 
odráţí koncentraci cílové DNA ve vzorku. Jestliţe křivka tání má více neţ jeden hlavní pík, je 
vhodné ověřit specificitu produktů rozdělením fragmentů na agarózovém gelu s pouţitím 
interkalačního barviva ethidium bromid.  
Větší mnoţství nespecifických produktů můţe ukazovat na přítomnost dimerů primerů. 
Nespecifické produkty mají jinou hodnotu teploty tání (obvykle niţší) neţ specifické 
produkty, tím je lze detekovat. Ke sníţení mnoţství nespecifických produktů můţe dojít po 
sníţení koncentrace primerů, popř. po modifikaci pouţitých primerů. 
Odlišné dsDNA molekuly vykazují různé teploty tání v závislosti na mnoţství faktorů 
(např. obsah GC vazeb, délka amplikonu). [25, 28] 
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3 CÍL PRÁCE 
Cílem teoretické části bakalářské práce bylo vypracovat přehled méně tradičních potravin 
s obsahem zdraví prospěšných probiotických mikroorganismů, tedy potravin, které nejsou 
řazeny mezi mléčné fermentované výrobky. Dále byla věnována pozornost současným 
trendům ve výrobě tohoto typu potravin a nárokům kladeným na probiotické mikroorganismy 
pouţívané k jejich výrobě. 
V rámci experimentální části byla studována přítomnost probiotik ve vybraném 
„netradičním“ probiotickém výrobku za pouţití amplifikačních metod. Při analýze byly 
provedeny tyto kroky: 
 
1) Byla provedena optimalizace přípravy hrubých lyzátů z výrobku přidáním různých 
koncentrací enzymu lysozymu. Pro srovnání čistoty získané DNA byla při izolaci 
pouţita metoda fenolové extrakce a přečištění za pomocí magnetických částic. 
 
2) Celková koncentrace nukleových kyselin a čistota DNA byla stanovena 
spektrofotometricky. 
 
3) Pomocí metody PCR v reálném čase specifické pro doménu Bacteria, pro rod 
Lactobacillus a pro kvasinky byla zjišťována přítomnost probiotických MO ve 
zvoleném výrobku. 
 
4) Metodou absolutní kvantifikace bylo určeno mnoţství bakteriální DNA. Mnoţství 
kvasinkové DNA a DNA rodu Lactobacillus bylo vyhodnoceno relativní kvantifikací. 
 
5) Pro zjištění zda obsahuje směs po amplifikaci specifické nebo i nespecifické produkty 
byla provedena Melt analýza porovnáváním teplot tání produktů a kontrolního vzorku. 
Výsledky Melt analýzy byly poté ověřovány gelovou elektroforézou. 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
4.1 Materiál 
4.1.1 Testovaný probiotický fermentovaný výrobek 
 MISO SOJOVÉ BIO nepasterované 
Výrobce: Sunfood VM s. r. o. 
Sloţení: sojové boby bio, mořská sůl, Aspergillus oryzae (koji) 
Země původu: Japonsko 
Vyrobeno přírodní fermentací. Uchovávat v chladu. 
Datum spotřeby: 25. 12. 2016 
Sójový výrobek 
4.1.2 Pouţité kmeny MO pro pozitivní kontroly 
Vzorky DNA pro pozitivní kontroly byly poskytnuty vedoucí práce Ing. Štěpánkou 
Trachtovou, Ph. D. Tyto kontrolní vzorky DNA byly izolovány z bakteriálních kmenů 
Lactobacillus acidophilus a Lactobacillus paracasei získaných z České sbírky 
mikroorganismů (CCM) v Brně (ČR) a z kmene kvasinek Saccharomyces cerevisiae 
získaných ze Zbierky kultúr kvasiniek (CCY) v Bratislavě (SR). 
 Lactobacillus acidophilus CCM 4833 
 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei CCM 1752 
 Saccharomyces cerevisiae CCY 21-4-81 
4.1.3 Bakteriální DNA 
Pro sestrojení kalibrační křivky pro absolutní kvantifikaci pomocí qPCR byla jako templátová 
DNA pouţita komerční DNA Escherichia coli (D4889, Sigma-Aldrich, USA). Pomocí 
desítkového ředění byla připravena série šesti standardů v rozsahu 100 ng/µl aţ 1 pg/µl. 
4.1.4 Přístroje a pomůcky 
 BagSystem® (Interscience, Saint Nom la Breteche, Francie) 
 Centrifuga FVL-2400N Combi-Spin/Vortex (bioSan, Riga, Litva) 
 Centrifuga miniSpin plus 14 500 ot∙min-1 (Eppendorf, Hamburg, Německo) 
 Eppendorfovy zkumavky (Eppendorf, Hamburg, Německo) 
 Exsikátor (KIF LAB) 
 Inkubační box UVC/T-AR, DNA/RNA UV-cleaner box (bioSan, Riga, Litva) 
 Laboratorní váhy OHAUS CS 200 (Ohaus, New Jersey, USA) 
 Magnetický separátor (Dynal, Oslo, Norsko) 
 Mikropipety Discovery HTL různých objemů (PZ HTL, Varšava, Polsko) 
 Mikropipety Finnpipette F2 různých objemů (Thermo Fischer Scientific, Waltham, 
USA) 
 Mikrovlnná trouba PROLINE SM117 
 Minicentrifuga SPECTRAFUGE MINI 
 MiniIncubator Labnet (Labnet international Inc., New Jersey, USA) 
 NanoDrop 2000c UV-Vis spectrophotometer (Thermo Scientific, USA) 
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 Stomacher BagMix (Interscience, Francie) 
 Thermocycler Rotor-Gene 6000 (Corbett Research, Austrálie) 
 Transilluminátor TVR-3121 (Spectroline, Albany, USA) 
 Zařízení pro elektroforézu (OWL Buffer PufferTM, Loughborough, UK) 
 Zdroj elektrického napětí pro elektroforézu Enduro 300 V (Labnet International, 
Woodbridge, USA) 
 Běţné laboratorní sklo a umělohmotné laboratorní pomůcky 
4.1.5 Chemikálie 
Všechny uvedené roztoky byly připraveny ze sterilních roztoků. 
 Agaróza pro elektroforézu (Serva, Heidelberg, SRN) 
 Destilovaná voda (FCH VUT, Brno, ČR) 
 DNA standard (100 bp), (Malamité, Moravské Prusy, ČR) 
 Dodecylsulfát sodný – SDS (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 
 Ethanol p.a. (Penta, Chrudim, ČR) 
 Ethidium bromid (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 
 Fenol (Lachema, Brno, ČR) 
 Chlorid sodný (Lachema, Brno, ČR) 
 Chloroform (Penta, Chrudim, ČR) 
 Isoamylalkohol (Lachema, Brno, ČR) 
 Kyselina boritá (Penta, Chrudim, ČR) 
 Kyselina ethylendiamintetraoctová – EDTA (Serva, Heidelberg, SRN) 
 Kyselina chlorovodíková (Lachema, Brno, ČR) 
 Lysozym (Serva, Heidelberg, SRN) 
 Nanášecí pufr Yeallow load (Top-Bio, Praha, ČR) 
 Octan sodný (Lachema, Brno, ČR) 
 Polyethylen glykol – PEG 6000 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 
 Proteináza K (Serva, Heidelberg, SRN) 
 Tris-hydroxymethyl-aminomethan – Tris-báze (Serva, Heidelberg, SRN) 
4.1.6 Roztoky 
 CIZ (směs chloroformu a isoamylalkoholu v poměru 24:1) 
 Roztok A (10 mM Tris-HCl, pH 7,8; 5 mM EDTA, pH 8,0) 
 Roztok B (10 mM Tris-HCl, pH 7,8; 5 mM EDTA, pH 8,0; 3, 5, 10 mg/ml lysozymu) 
 TBE pufr (54 g Tris-báze; 27,5 g H3BO3; 20 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0; doplněno na 1 l 
destilovanou vodou, před pouţitím 20krát naředěno) 
 TE pufr (10 mM Tris-HCl (pH 7,8), 5 mM EDTA (pH 8,0), destilovaná voda) 
 Tris-HCl (1 M: 12,1 g Tris-báze; doplněno na 100 ml destilovanou vodou; upraveno 
HCl na pH 7,8) 
4.1.7 Komponenty pro PCR v reálném čase 
 Primery specifické pro doménu Bacteria [30] 
 Primery specifické pro rod Lactobacillus [30] 
 Primery specifické pro kvasinky [31] 
 SYTO-9 qPCR 2× Master Mix (Top-Bio, Praha, ČR) 
23 
 
 Voda pro PCR (Top-Bio, Praha, ČR) 
4.1.8 Magnetické nosiče 
Pro izolaci DNA byly pouţity neporézní polymerní magnetické nosiče F-kol 135 ox 
(2 mg/ml), které byly připraveny Ing. D. Horákem z Ústavu makromolekulární chemie 
Akademie věd v Praze. Vlastnosti magnetických nosičů jsou uvedeny v Tab. 3. 
 
Tab. 3 Přehled vlastností magnetických nosičů 
označení polymer Fe (%) 
-COOH 
(mM/g) 
Průměr 
nosiče (µm) 
PDI 
F-kol 135 ox PGMA 6,6 2,61 1,0 1,05 
PGMA – polyglycidyl methakrylát 
PDI – poměr hmotnosti a počtu nosičů o průměrné velikosti 
 
4.2 Metody 
Veškeré postupy práce byly převzaty ze skript doc. Španové a doc. Ritticha [26] s mírnými 
úpravami podle Ing. Štěpánky Trachtové, Ph.D. 
4.2.1 Izolace DNA ze vzorku Miso sójové bio 
4.2.1.1  Příprava hrubého lyzátu buněk 
 Sterilně bylo naváţeno 10 g výrobku a vloţeno do sterilního sáčku s membránou 
BagFilter a bylo přidáno 30 ml sterilizované vody. 
  BagFilter byl vloţen do přístroje BagMixer (stomacher) a vzorek byl homogenizován 
po dobu 10 minut. Poté bylo z vnější části BagFilteru (z prostoru za membránou) 
pipetováno do devíti Eppendorfových zkumavek po 1 ml suspenze. 
  Suspenze v Eppendorfových zkumavkách byla centrifugována po dobu 3 min 
(15 000 ot/min). Poté byl slit supernatant a sediment byl resuspendován v 1 ml 
roztoku A.  
 Suspenze byla centrifugována po dobu 3 min (15 000 ot/min). Supernatant byl slit a 
k sedimentu byl přidán 1 ml roztoku B o koncentraci lysozymu 3, 5, 10 mg/ml a 
bylo resuspendováno. 
 Vzorky byly inkubovány 1 hodinu při laboratorní teplotě.  
 K suspenzi bylo přidáno 25 μl 20% dodecylsulfátu sodného (SDS) a 5 μl proteinázy K 
(100 μg/ml) a suspenze byla promíchána.  
 Vzorky byly inkubovány 1 hod při teplotě 55 °C. 
 Vzorky byly uchovávány v mrazáku, aby nedošlo k degradaci DNA. 
4.2.1.2  Fenolová extrakce DNA 
 K lyzátu buněk (500 μl) byl přidán stejný objem fenolu (předestilovaného, pH 
upraveno na 7,8). Směs byla kývavým pohybem opatrně promíchávána po dobu 4 min. 
 Poté byla směs centrifugována (15 000 ot/min po dobu 3 min). 
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 Pomocí špičky s ustřiţeným hrotem byla odebrána vodní fáze s DNA do čisté 
Eppendorfovy zkumavky. Vodní fáze s DNA byla doplněna roztokem CIZ na celkový 
objem 1,1 ml a směs byla kývavým pohybem promíchávána po dobu 4 min. 
 Poté byla směs centrifugována (15 000 ot/min po dobu 3 min). 
 Horní vodní fáze s DNA byla odebrána do čisté Eppendorfovy zkumavky.  
 Extrakce byla provedena pro vzorky s koncentrací lysozymu v roztoku B 3, 5, 10 
mg/ml. 
4.2.1.3  Srážení DNA etanolem 
 Ke vzorku DNA o objemu 200 μl bylo přidáno 10 μl 3 M octanu sodného. 
 Bylo přidáno 800 μl 96 % ethanolu p.a. a obsah zkumavky byl promíchán. 
 DNA byla ponechána k vysráţení při –20 °C po dobu 20 min. 
 Směs byla centrifugována (15 000 ot./min po dobu 15 min). Opatrně byl slit 
supernatant, dále bylo pracováno pouze se sedimentem. 
 Sediment DNA byl vysušen v exsikátoru (15 min). 
 DNA bylo rozpuštěno ve 100 μl TE pufru (přes noc). DNA byla uchovávána při 
teplotě 4 °C. 
4.2.1.4  Izolace DNA z hrubého lyzátu buněk pomocí magnetického nosiče 
 Do sterilních Eppendorfových zkumavek byla připravena separační směs, přičemţ 
bylo nutné dodrţet pořadí jednotlivých komponent. 
 Jednotlivé sloţky uvádí Tab. 4 v pořadí, ve kterém byly přidávány do zkumavek. 
 
Tab. 4 Komponenty separační směsi 
Pořadí 
komponent 
Komponenta 
Objem jednotlivých 
komponent (μl) 
1. 5 M NaCl 400 
2. Hrubý lyzát buněk 100 
3. 40% PEG 6000 400 
4. Částice (2 mg/ml) 100 
výsledný objem (μl) 1000 
 
 Připravená směs byla inkubována 15 minut při laboratorní teplotě. Poté byly částice 
s navázanou DNA odseparovány pomocí magnetického separátoru při laboratorní 
teplotě po dobu 5 minut. 
 Zkumavky byly ponechány v magnetickém separátoru a supernatant byl opatrně 
odpipetován. 
 Následně byly zkumavky obsahující částice s navázanou DNA umístěny mimo 
separátor a promyty 70% EtOH (1000 μl) a krátce stočeny na minicentrifuze. 
 Částice byly odseparovány magnetem 2 min při laboratorní teplotě. Roztok EtOH byl 
odpipetován. 
 Zkumavky byly ponechány v horizontální poloze a vysušeny v exsikátoru (15 min). 
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 DNA adsorbovaná na magnetické částice byla eluována do 50 μl TE pufru. Zkumavky 
byly krátce stočeny na minicentrifuze a uloţeny do chladničky (4 °C). 
 Druhý den byly částice odseparovány pomocí magnetického separátoru po dobu 2 
minut při laboratorní teplotě. 
 Eluovaná DNA byla pipetována do čisté Eppendorfové zkumavky. 
4.2.2 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty DNA 
 Za vyuţití přístroje NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) byla stanovena koncentrace 
a čistota izolované DNA.  
 Objem roztoku DNA pouţitého pro měření byl 2 μl. 
 Přístroj byl kalibrován za pouţití TE pufru. 
 Byla proměřena absorbance a koncentrace vzorků izolované DNA. 
 Absorbance byla měřena při vlnových délkách 230 nm (vysoká hodnota absorbance při 
této vlnové délce značí znečištění fenolem), 260 nm (vlnová délka, při které nukleové 
kyseliny maximálně absorbují záření) a při 280 nm (odpovídá maximu absorpce záření 
proteiny). 
4.2.3 Polymerázová řetězová reakce v reálném čase (qPCR) 
 Byla provedena qPCR specifická pro doménu Bacteria, pro rod Lactobacillus a pro 
kvasinky. 
 Všechny vzorky obsahující izolovanou DNA byly zředěny na koncentraci 10 ng/μl a 
1 ng/μl. 
 Všechny komponenty PCR reakce byly rozmraţeny, promíchány a krátce 
zcentrifugovány.  
 PCR směs byla smíchána v boxu, který byl předem vyzářený UV lampou. Jednotlivé 
komponenty byly přidávány v pořadí a objemech podle Tab. 5. Po kaţdém přidání 
sloţky byla směs dobře promíchána. Sloţení qPCR směsi pro specifické qPCR je 
uvedeno v Tab. 5.  
 Takto připravený Master-mix byl po 22 μl (pro doménu Bacteria a rod Lactobacillus) 
a po 20 μl (pro kvasinky) pipetován do speciálních 200 μl eppendorfových zkumavek 
pro qPCR. K Master-mixu byla poté přidána templátová DNA (pro doménu Bacteria a 
kvasinky o koncentraci 10 ng/μl a pro rod Lactobacillus o koncentraci 1 ng/μl) 
v mnoţstvích uvedených v Tab. 5. Celkový objem qPCR směsi byl 25 μl. 
 
Tab. 5 Složení PCR směsi pro qPCR specifickou pro doménu Bacteria, rod Lactobacillus a kvasinky 
Pořadí Komponenta 
Objemy (μl) 
Doména 
Bacteria 
rod Lactobacillus Kvasinky 
1 PCR voda 9,5 7,5 5,5 
2 SYTO-9 qPCR 2× Master Mix 12,5 12,5 12,5 
3 primer F (10 pmol/μl) 1,0 1,0 1,0 
4 primer R (10 pmol/μl) 1,0 1,0 1,0 
5 templátová DNA 3,0 3,0 5,0 
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 Pro jednotlivé qPCR byly pouţity vhodné specifické primery podle Tab. 6. 
 Jako templátová DNA byla pouţita DNA jednotlivých vzorků. Byly pouţity vzorky 
DNA izolované pomocí magnetických nosičů o třech různých koncentracích 
přidaného lysozymu (3, 5 a 10 mg/ml) a vzorky DNA izolované fenolovou extrakcí o 
třech různých koncentracích lysozymu (3, 5 a 10 mg/ml).  
 Stejně jako u vzorků templátové DNA, byla připravena negativní kontrola (kontrola 
kontaminace sloţek PCR), kde nebyla přidána templátová DNA. 
 Stejně byla připravena i pozitivní kontrola, kde místo templátové DNA byl přidán 
stejný objem DNA z určité kontrolní kultury o koncentraci 10 ng/μl. V PCR specifiké 
pro doménu Bacteria byla pouţita DNA bakterií Lactobacillus acidophilus CCM 
4833, pro rod Lactobacillus DNA bakterií Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 
CCM 1752 a v případě kvasinek byl pouţit kmen Saccharomyces cerevisce CCY 21-
4-81. 
 Vzorky obsahující všechny sloţky PCR směsi byly promíchány a umístěny do cykleru 
Rotor-Gene 6000 (Corbett Research). Cykler byl naprogramován na příslušný 
amplifikační program společně s Melt analýzou dle Tab. 7. 
 Ke snímání fluorescence docházelo vţdy ve třetím kroku cyklu. 
 Výsledky qPCR byly vyhodnoceny pomocí softwaru pouţitého cykleru Rotor-Gene 
6000 (verze 1.7.87).  
 Ke kvantifikaci mnoţství bakteriální DNA byla pouţita metoda absolutní kvantifikace. 
S vyuţitím kalibrační křivky byla zjištěna koncentrace bakteriální DNA ve směsi pro 
PCR. Mnoţství kvasinkové DNA a DNA laktobacilů bylo stanoveno pomocí relativní 
kvantifikace.  
 K ověření specifity PCR produktů byla pouţita Melt analýza. 
 Specificita produktů PCR byla potvrzena pomocí agarózové gelové elektroforézy. 
4.2.3.1  PCR primery 
Byly pouţity primery specifické pro doménu Bacteria (F eub a R eub) [30], dále primery 
specifické pro rod Lactobacillus [30] a primery specifické pro kvasinky (Oli-F, Oli-R). [31] 
Sekvence jednotlivých primerů společně s velikostí PCR produktů jsou uvedeny v Tab. 6.  
 
Tab. 6 Názvy a sekvence primerů specifických pro určité skupiny MO, velikost PCR produktů a 
reference použitých primerů  
Specifická 
PCR 
Primer Sekvence (5´-3´) 
Produkt 
PCR 
Reference 
Doména 
Bacteria 
F_eub TCC TAC GGG AGG CAG CAG T 
466 bp [30] 
R_eub 
GGA CTA CCA GGG TAT CTA ATC 
CTG TT 
Rod 
Lactobacillus 
F_alllact_IS TGG ATG CCT TGG CAC TAG GA 
92 bp [30] 
R_alllact_IS 
AAA TCT CCG GAT CAA AGC TTA 
CTT AT 
Kvasinky 
Oli-F CGT CAT AGA GGG TGA GAA TCC 
152 bp [31] 
Oli-R ACT TGT TCG CTA TCG GTC TC 
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4.2.3.2  Amplifikační programy qPCR 
Amplifikace izolované DNA byla provedena při různě nastavených teplotních programech 
uvedených v Tab. 7. Teplotní program pro detekci domény Bacteria je shodný s programem 
pro detekci rodu Lactobacillus. 
 
Tab. 7 Teplotní programy pro doménu Bacteria, rod Lactobacillus a kvasinky včetně Melt analýzy 
Číslo 
kroku 
Krok 
Amplifikační program 
Doména Bacteria 
rod Lactobacillus 
Kvasinky 
1 Prodlouţená denaturace DNA 95°C /5 min 94°C /5 min 
2 Denaturace DNA 95 °C /30 s 94 °C /1 min 
3 Připojení primerů 55 °C/30 s 51 °C/30 s 
4 Syntéza DNA 72 °C /1 min 72 °C /1 min 
5 Prodlouţená syntéza DNA 72 °C /5 min 72 °C /5 min 
Počet cyklů (krok 2–4) 35 35 
6 Melt analýza 
95 °C /1 s 94 °C /1 s 
55 °C/5 s 51 °C/5 s 
72 °C /5 s 72 °C /5 s 
 
4.2.4 Detekce produktů qPCR pomocí agarózové gelové elektroforézy 
 Tato metoda byla pouţita k ověření specificity produktů qPCR, které byly získány po 
amplifikaci DNA izolované z produktu Miso sójové bio. 
 Agarózovou elektroforézou byly detekovány produkty qPCR pro doménu Bacteria, 
produkty qPCR pro laktobacily a pro kvasinky. 
 V Erlenmeyerově baňce byl připraven 1,8 % agarozový gel. Směs byla přerušovaně 
přivedena 5krát k varu v mikrovlnné troubě a poté nalita do vaničky s hřebínkem. 
Směs byla ponechána asi 30 minut ztuhnout. 
 Poté byl vyjmut hřebínek. Ke vzorkům (produktům PCR) byl přidán 6× koncentrovaný 
nanášecí pufr, tj. 25 μl vzorku a 5 μl nanášecího pufru. 
 Směs (PCR produkt a nanášecí pufr) o objemu 15 μl byla nanášena do vzniklých 
komůrek. Kromě vzorků obsahujících izolovanou DNA byl dále nanesen DNA 
standard Malamité (100 bp ţebříček) o objemu 5 μl (dle doporučení výrobce) a 
pozitivní a negativní kontrola o objemu 15 μl.  
 Poté byla vanička s gelem umístěna do elektroforetické vany a gel byl převrstven 0,5× 
TBE pufrem do výšky asi 1 cm nad gelem. Elektroforéza probíhala 1,5 hodiny při 
napětí 80 V. 
 Po ukončení elektroforézy byl gel ponořen do roztoku ethidium bromidu (500 ml vody 
+ 100 μl ethidium bromidu) po dobu 20 minut. 
 Obarvený gel byl ozářen UV světlem o vlnové délce 305 nm a vyfotografován 
digitálním fotoaparátem. 
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5 VÝSLEDKY 
5.1 Izolace DNA 
Pro lyzi buněk byl pouţit enzym lysozym o třech různých koncentracích. Vţdy do dvou 
eppendorfových zkumavek byl postupně pipetován roztok B obsahující lysozym o 
koncentraci 3, 5 a 10 mg/ml. 
Byly pouţity dvě metody izolace DNA z hrubých lyzátů. Z jedné sady hrubých lyzátů o 
třech různých koncentracích lysozymu byla DNA izolována fenolovou extrakcí a z druhé sady 
téţ o různých koncentracích lysozymu byla izolace DNA provedena pomocí magnetických 
částic. 
5.2 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty nukleových kyselin 
Spektrofotometricky za pomocí přístroje NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) byla 
proměřena absorbance vzorků DNA v rozmezí vlnových délek 230–280 nm na jejímţ základě 
byla stanovena koncentrace vzorků nukleových kyselin (NK). Stanovené hodnoty jsou 
uvedeny v Tab. 8 a Tab. 9. Touto metodou byla prokázána přítomnost DNA ve vzorcích. 
 
Tab. 8 Spektrofotometrické stanovení NK izolovaných pomocí fenolové extrakce  
Označení vzorku Fenol A Fenol B Fenol C 
Koncentrace lysozymu 3 [mg/ml] 5 [mg/ml] 10 [mg/ml] 
Koncentrace NK [ng/μl] 117,5 74,2 98,3 
A260 nm 2,351 1,484 1,966 
A280 nm 1,874 1,158 1,433 
A260 nm/A280 nm 1,25 1,28 1,37 
A260 nm/A230 nm 0,47 0,41 0,44 
 
Tab. 9 Spektrofotometrické stanovení NK izolovaných pomocí magnetických částic F-kol 135 ox  
Označení vzorku Částice A Částice B Částice C 
Koncentrace lysozymu 3 [mg/ml] 5 [mg/ml] 10 [mg/ml] 
Koncentrace NK [ng/μl] 208,6 207,1 106 
A260 nm 4,171 4,142 2,12 
A280 nm 3,182 3,142 1,595 
A260 nm/A280 nm 1,31 1,32 1,33 
A260 nm/A230 nm 0,51 0,68 1,27 
 
5.3 PCR v reálném čase 
PCR v reálném čase byla pouţita ke stanovení mnoţství DNA pro doménu Bacteria, pro rod 
Lactobacillus a pro kvasinky. Pro qPCR byly pouţity všechny vzorky DNA izolované z Miso 
sójové bio. 
Směs PCR byla připravena s pouţitím mastermixu. Ke směsi pro PCR byla do 6 různých 
eppendorfových zkumavek postupně přidána DNA izolovaná pomocí fenolové extrakce 
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se třemi různými koncentracemi lysozymu (3, 5 a 10 mg/ml) a DNA izolovaná pomocí 
magnetických nosičů o stejných koncentracích lysozymu jako u fenolové extrakce. 
Statistické zpracování výsledků bylo provedeno pomocí softwaru cykleru Rotor-Gene 6000 
(verze 1.7.87). 
5.3.1 qPCR s primery specifickými pro doménu Bacteria 
Pro qPCR byla pouţita izolovaná DNA o koncentraci 10 ng/μl v mnoţství 3 μl. Ke stanovení 
koncentrace výchozí DNA ve vzorcích byla vyuţita kalibrační křivka sestrojená za pouţití 
série šesti standardů v rozsahu 100 ng/µl aţ 1 pg/µl připravených z komerční DNA 
Escherichia coli (D4889, Sigma-Aldrich, USA). Kalibrační křivka je znázorněna na Obr. 4. 
Z dat kalibrační křivky byly získány údaje k posouzení účinnosti amplifikace. Tyto údaje 
jsou uvedeny v Tab. 10. Reakční účinnost byla stanovena ze sklonu kalibrační křivky (M). 
Spolehlivost reakce se zjišťuje z korelačního koeficientu lineární regrese (R2). Parametry 
kalibrační křivky se pohybují v optimálním rozmezí (viz. Kap. 2.6.1.2), a tak lze výsledky 
kvantifikace povaţovat za spolehlivé. 
 
Tab. 10 Parametry charakterizující kalibrační křivku  
Parametr charakterizující kalibrační křivku Hodnoty kalibrační křivky 
Korelační koeficient R2 0,999 
Sklon kalibrační křivky (M) −3,496 
Účinnost reakce 0,93 
 
 
modré body     body kalibrační křivky 
červené body   analyzované vzorky DNA 
Obr. 4 Kalibrační křivka – Závislost hodnoty Ct na koncentraci bakteriální DNA  
 
Závislost mnoţství fluorescence na počtu cyklů jak pro analyzované vzorky, tak i pro body 
kalibrační křivky je znázorněna na Obr. 5.  
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Označení vzorku Barva Ct c [ng/μl] Tm [°C] 
Standard 100 ng/ul  10,22 92,792 89,8 
Standard 10 ng/ul  13,47 10,943 89,7 
Standard 1 ng/ul  16,94 1,108 89,5 
Standard 0,1 ng/ul  20,86 0,084 89,2 
Standard 0,01 ng/ul  24,00 0,011 89,0 
Negativní kontrola  24,10 0,010 – 
Pozitivní kontrola  18,95 0,295 87,0 
Fenol A  21,36 0,060 82,5 
Fenol B  21,62 0,051 82,5 
Fenol C  21,82 0,045 82,5 
Částice A  21,61 0,051 82,5 
Částice B  21,53 0,054 82,7 
Částice C  21,45 0,057 82,5 
Pozn.: A – koncentrace lysozymu = 3 mg/ml; B – koncentrace lysozymu = 5 mg/ml; C – koncentrace 
lysozymu = 10 mg/ml 
Obr. 5 Amplifikační křivky (závislost množství fluorescence na počtu cyklů), absolutní kvantifikace 
bakteriální DNA a Melt analýza  
  
Byla stanovena hodnota Ct pro jednotlivé vzorky udávající, kdy dojde k překročení limitu 
detekce fluorescence. Na základě sestrojené kalibrační křivky byla v testovaných vzorcích 
prokázána přítomnost bakteriální DNA o koncentraci v rozsahu 45 aţ 60 pg/µl (Obr. 5).  
Produkty PCR byly podrobeny Melt analýze, hodnoty Tm jsou uvedeny v tabulce u Obr. 5. 
Specifita produktů PCR o velikosti fragmentů 466 bp byla potvrzena pomocí agarózové 
gelové elektroforézy. Výsledek je uveden na Obr. 6.  
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Běh vzorek DNA 
Mnoţství DNA 
v PCR směsi [ng] 
Detekce PCR 
produktu 
1 DNA standard   
2 negativní kontrola 0,0 − 
3 pozitivní kontrola 30,0 +++ 
4 Částice C 30,0 + 
5 Částice B 30,0 + 
6 Částice A 30,0 + 
7 Fenol C 30,0 + 
8 Fenol B 30,0 − 
9 Fenol A 30,0 + 
Pozn.: A – koncentrace lysozymu = 3 mg/ml; B – koncentrace lysozymu = 5 mg/ml; C – koncentrace 
lysozymu = 10 mg/ml; +, ++, +++  detekovány produkty PCR o různé intenzitě; −  produkty PCR 
nebyly detekovány 
Obr. 6 Agarózová gelová elektroforéza produktů qPCR specifických pro doménu Bacteria  
 
Specifický produkt (466 bp) získaný amplifikací DNA izolované z miso pasty metodou 
qPCR byl detekován pomocí agarózové elektroforézy. Kromě vzorku DNA izolovaného 
metodou fenolové extrakce o koncentraci lysozymu 5 mg/ml byla ve všech vzorcích 
potvrzena přítomnost produktu PCR specifického pro bakterie. 
5.3.2 qPCR s primery specifickými pro rod Lactobacillus 
Pro PCR v reálném čase byla pouţita izolovaná DNA zředěná na koncentraci 1 ng/μl o 
objemu 3 μl. Mnoţství DNA laktobacilů bylo vyhodnoceno metodou relativní kvantifikace. 
Pomocí programu byl vypočten poměr mezi mnoţstvím výchozího templátu DNA a 
referenčního vzorku (zde pozitivní kontrola – Lactobacillus paracasei subsp. paracasei CCM 
1752, 10 ng/µl) viz Tab. 11. Závislost mnoţství fluorescence na počtu cyklů analyzovaných 
vzorků je znázorněna na Obr. 7.  
 
1   2   3  4   5  6   7   8   9 
produkt PCR 
466 bp 
100 bp 
400 bp 
500 bp 
dimery primerů 
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Obr. 7 Amplifikační křivky – Závislost množství fluorescence produktů specifických pro rod 
Lactobacillus na počtu cyklů 
 
S vyuţitím Melt analýzy (Obr. 8) bylo provedeno ověření přítomnosti specifického produktu 
PCR. 
 
Obr. 8 Melt analýza produktů PCR specifických pro rod Lactobacillus – Závislost množství 
fluorescence na teplotě 
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Obr. 9 Relativní kvantifikace produktů PCR specifických pro rod Lactobacillus 
 
Pomocí softwaru cykleru Rotor-Gene 6000 byla provedena relativní kvantifikace (Obr. 9) a 
Melt analýza. Výsledky, tedy teploty tání (Tm) jednotlivých produktů PCR, jsou uvedeny 
v Tab. 11. Na základě relativní kvantifikace lze říci, ţe nejvyšší mnoţství cílové DNA rodu 
Lactobacillus bylo přítomné ve vzorku DNA izolované pomocí magnetických částic 
s přídavkem lysozymu o koncentraci 10 mg/ml. 
 
Tab. 11 Výsledky relativní kvantifikace a Melt analýzy produktů PCR specifických pro rod 
Lactobacillus  
Označení vzorku Barva Ct Relativní kvantifikace Tm [°C] 
Negativní kontrola  29,0 
41014,3   − 
Pozitivní kontrola  15,4 1,00 82,5 
Fenol A  23,6 
31072,7   82,5 
Fenol B  28,6 
41098,3   82,7 
Fenol C  28,8 
41053,3   82,5 
Částice A  23,9 
31046,6   82,3 
Částice B  26,2 
31065,1   82,3 
Částice C  22,2 
21077,1   82,3 
Pozn.: A – koncentrace lysozymu = 3 mg/ml; B – koncentrace lysozymu = 5 mg/ml; C – koncentrace 
lysozymu = 10 mg/ml; −    Hodnota Tm nebyla detekována 
 
Teplota tání produktů PCR pozitivní kontroly (Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 
CCM 1752) je 82,5 °C. Stejné teploty tání dosahují vrcholy křivek tání patřící produktům 
PCR vzorků DNA izolovaných pomocí fenolové extrakce s přidáním lysozymu o koncentraci 
3 a 10 mg/ml, u vzorku s koncentrací lysozymu 5 mg/ml je teplota tání (82,7 °C) blízká 
hodnotě Tm pozitivní kontroly. Teplota tání produktů PCR vzorků DNA izolované 
magnetickou separací je 82,3 °C, coţ je hodnota velmi blízká teplotě tání pozitivní kontroly. 
Můţeme tedy říci, ţe byly amplifikovány specifické produkty PCR. 
Produkty qPCR o velikosti fragmentů 92 bp byly detekovány pomocí agarózové gelové 
elektroforézy. Výsledek je uveden na Obr. 10. 
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Běh vzorek DNA 
Mnoţství DNA 
v PCR směsi [ng] 
Detekce PCR 
produktu 
1 negativní kontrola 0,0 − 
2 pozitivní kontrola 30,0 +++ 
3 Částice C 3,0 +++ 
4 Částice B 3,0 +++ 
5 Částice A 3,0 +++ 
6 Fenol C 3,0 ++ 
7 Fenol B 3,0 ++ 
8 Fenol A 3,0 +++ 
9 DNA standard   
Pozn.: A – koncentrace lysozymu = 3 mg/ml; B – koncentrace lysozymu = 5 mg/ml; C – koncentrace 
lysozymu = 10 mg/ml; +, ++, +++  detekovány produkty PCR o různé intenzitě; −  produkty PCR 
nebyly detekovány 
Obr. 10 Agarózová gelová elektroforéza produktů qPCR specifických pro rod Lactobacillus  
 
Detekcí specifických produktů PCR (92 bp) pomocí agarózové elektroforézy byly 
potvrzeny výsledky Melt analýzy získané softwarem celeru Rotor-Gene 6000. Z vyhodnocení 
výsledků na gelu lze říct, ţe ve všech vzorcích byla prokázána přítomnost DNA laktobacilů o 
různé intenzitě. 
5.3.3 qPCR s primery specifickými pro kvasinky 
Pro PCR v reálném čase byla pouţita izolovaná DNA o koncentraci 10 ng/μl o objemu 5 μl. 
Mnoţství kvasinkové DNA bylo vyhodnoceno metodou relativní kvantifikace. Pomocí 
programu byl vypočten poměr mezi mnoţstvím výchozího templátu DNA a referenčního 
vzorku (zde pozitivní kontrola – Saccharomyces cerevisiae CCY 21-4-81) viz Tab. 12. 
1   2   3   4   5    6    7   8   9 
200 bp 
100 bp 
500 bp 
nespecifické produkty 
produkt PCR 92 bp 
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S vyuţitím Melt analýzy (Obr. 11) bylo na základě teploty tání (Tm) provedeno ověření 
přítomnosti specifického produktu PCR. 
 
 
Obr. 11 Melt analýza produktů PCR specifických pro celkové kvasinky – závislost množství 
fluorescence na teplotě  
 
Stejně jako u rodu Lactobacillus byla provedena relativní kvantifikace. Výsledný graf není 
uveden. 
Výsledky relativní kvantifikace a Melt analýzy, tedy teploty tání (Tm) jednotlivých 
produktů PCR analyzované pomocí softwaru cykleru Rotor-Gene 6000 jsou uvedeny v Tab. 
12. Na základě relativní kvantifikace lze říci, ţe nejvyšší mnoţství cílové DNA bylo přítomné 
ve vzorku DNA izolované pomocí fenolové extrakce s přídavkem lysozymu o koncentraci 
3 mg/ml. 
 
Tab. 12 Výsledky relativní kvantifikace a Melt analýzy produktů PCR specifických pro celkové 
kvasinky  
Označení vzorku Barva Ct Relativní kvantifikace Tm [°C] 
Negativní kontrola  27,5 
71012,3   − 
Pozitivní kontrola  7,7 1,00 86,5 
Fenol A  24,1 
61008,4   86,3 
Fenol B  25,4 
61053,1   87,0 
Fenol C  26,2 
71034,8   86,8 
Částice A  27,8 
71048,2   84,5 
Částice B  26,4 
71017,7   84,5 
Částice C  28,3 
71070,1   84,0 
Pozn.: A – koncentrace lysozymu = 3 mg/ml; B – koncentrace lysozymu = 5 mg/ml; C – koncentrace 
lysozymu = 10 mg/ml; −   Hodnota Tm nebyla detekována 
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Teplota tání produktů PCR pozitivní kontroly je 86,5 °C. Vrcholy křivek tání detekované 
v blízkosti této teploty patří produktům PCR vzorků DNA izolovaných pomocí fenolové 
extrakce. Teploty tání produktů PCR vzorků DNA izolované magnetickou separací jsou o 
2 °C niţší neţ teplota tání pozitivní kontroly, přesto je lze povaţovat za specifické. Jako 
nespecifický produkt PCR byl detekován vrchol křivky tání vzorku DNA o koncentraci 
10 mg/ml lysozymu izolované magnetickou separací. 
Přítomnost produktů qPCR o velikosti fragmentů 152 bp byla potvrzena pomocí agarózové 
gelové elektroforézy. Výsledek je uveden na Obr. 12. 
 
 
 
Běh vzorek DNA 
Mnoţství DNA 
v PCR směsi [ng] 
Detekce PCR 
produktu 
1 negativní kontrola 0,0 − 
2 pozitivní kontrola 50,0 +++ 
3 Částice C 50,0 ++ 
4 Částice B 50,0 ++ 
5 Částice A 50,0 ++ 
6 Fenol C 50,0 ++ 
7 Fenol B 50,0 ++ 
8 Fenol A 50,0 ++ 
9 DNA standard   
Pozn.: A – koncentrace lysozymu = 3 mg/ml; B – koncentrace lysozymu = 5 mg/ml; C – koncentrace 
lysozymu = 10 mg/ml; +, ++, +++    detekovány produkty PCR o různé intenzitě; −      produkty PCR 
nebyly detekovány 
Obr. 12 Agarózová gelová elektroforéza produktů qPCR specifických pro kvasinky 
 
Specifický produkt (152 bp) získaný amplifikací DNA izolované z miso pasty metodou 
qPCR byl potvrzen pomocí agarózové elektroforézy. Ve všech vzorcích byla prokázána 
přítomnost kvasinkové DNA o srovnatelné intenzitě. 
Gelovou elektroforézou byly potvrzeny výsledky Melt analýzy vyhodnocené programem 
cycleru Rotor-Gene 6000. 
 
   1   2   3  4   5   6  7   8  9 
produkt PCR 
152 bp 
dimery primerů 
100 bp 
200 bp 
500 bp 
37 
 
6 DISKUSE 
6.1 Izolace DNA 
Ze vzorku Miso sójové Bio byly připraveny hrubé lyzáty buněk. Byl studován vliv různých 
koncentrací lysozymu, přidaného k suspenzi, na lyzi buněk. Vizuálně bylo zjištěno, ţe vzorky 
s nejvyšší koncentrací lysozymu (tj. 10 mg/ml) byly nejsvětlejší. Lze tedy říci, ţe tyto vzorky 
byly nejvíce zlyzovány. 
 
6.2 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty DNA 
Byla změřena absorbance vzorků DNA izolovaných z Miso sójové Bio pouţitím přístroje 
NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) v rozmezí vlnových délek 230–280 nm. Stanovený 
poměr absorbancí A260 nm/A280 nm vypovídá o čistotě izolované DNA. Poměr absorbancí čisté 
DNA se má pohybovat v rozmezí 1,8–2,0. 
U všech vzorků izolovaných metodou fenolové extrakce je poměr menší neţ 1,8, coţ 
ukazuje na přítomnost proteinů. Znečištění můţe být také způsobeno přítomností barviva, 
které je součástí miso pasty. Toto barvivo nebylo moţné pouţitými metodami extrakce 
odstranit. Z poměru A260 nm/A230 nm lze zjistit moţné znečištění fenolem. Fenol absorbuje při 
vlnové délce 230 nm, a proto při této hodnotě musí být absorbance niţší neţ při hodnotě 
vlnové délky 260 nm (maximální absorbance nukleové kyseliny). Tato podmínka není 
splněna u ţádného ze vzorků DNA izolovaných pomocí fenolové extrakce. Došlo tedy k 
nedostatečnému odstranění fenolu. 
U vzorků DNA izolovaných pomocí magnetických nosičů je poměr absorbancí 
A260 nm/A280 nm menší neţ 1,8, to vypovídá o přítomnosti proteinů. Znečištění téţ můţe být 
způsobeno přítomností barviva či jiných sloţek původní matrice (miso pasta), které nebylo 
moţné pouţitou metodou odstranit. 
Z výsledků je patrné, ţe nejvyšší koncentrace nukleových kyselin byla naměřena u vzorků 
s lysozymem o koncentraci 3 mg/ml, a to jak za pouţití fenolové extrakce (koncentrace DNA 
= 117,5 ng/μl), tak i magnetických částic (koncentrace DNA = 208,6 ng/μl). Koncentrace 
nukleových kyselin je u vzorků izolovaných magnetickými částicemi vyšší neţ při izolaci NK 
fenolovou extrakcí. 
Srovnáním čistoty vzorků izolovaných dvěma různými metodami (fenolovou extrakcí a 
magnetickými částicemi) bylo zjištěno, ţe není podstatný rozdíl v čistotě mezi oběma 
pouţitými metodami. 
 
6.3 PCR v reálném čase 
Byly provedeny specifické qPCR s vyuţitím primerů specifických pro doménu Bacteria, pro 
rod Lactobacillus a pro kvasinky. Statistické zpracování výsledků bylo provedeno v softwaru 
cycleru Rotor-Gene 6000. Separací produktů qPCR na gelu byly potvrzeny výsledky Melt 
analýzy stanovené softwarem. 
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6.3.1 qPCR specifická pro doménu Bacteria 
Pro amplifikaci byla pouţita templátová DNA izolovaná z Miso sójové Bio o objemu 3 μl a 
koncentraci DNA asi 10 ng/μl. Mnoţství bakteriální DNA bylo zjištěno metodou absolutní 
kvantifikace. Byla sestrojena kalibrační křivka za pouţití roztoků standardů komerční DNA 
Escherichia coli v rozsahu 100 ng/µl aţ 1 pg/µl. Byly stanoveny hodnoty Ct jednotlivých 
vzorků udávající, kdy došlo k překročení limitu detekce fluorescence. S vyuţitím kalibrační 
křivky byly z hodnot Ct analyzovaných vzorků určeny výchozí koncentrace bakteriální DNA. 
Hodnota Ct („treshold cycle“) je nepřímo úměrná výchozí koncentraci DNA ve vzorku. 
Z parametrů kalibrační křivky byla ověřena účinnost kvantifikace, protoţe se hodnoty těchto 
parametrů nacházely v optimálním rozmezí. Koncentrace cílové bakteriální DNA ve vzorcích 
se pohybovala v rozsahu 45 aţ 60 pg/µl. Tato koncentrace je oproti celkové koncentraci 
nukleových kyselin stanovené spektrofotometricky minimálně stokrát niţší. Bakteriální DNA 
tedy zastupuje menšinu celkového mnoţství NK, převaţuje zde RNA. 
Byla provedena Melt analýza produktů qPCR. Hodnoty teplot tání analyzovaných vzorků 
se pohybují v rozmezí 82,5–82,7 °C. Tyto hodnoty se liší od teplot tání PCR produktů roztoků 
standardů kalibrační křivky. To je dáno pouţitím komerční DNA Escherichia coli, která byla 
vyuţita při sestrojení kalibrační křivky, zatímco v analyzovaných vzorcích byla prokazována 
přítomnost celkové bakteriální DNA. Teplota tání produktů qPCR provedené na základě DNA 
Lactobacillus acidophilus (pozitivní kontrola) je asi o 4 °C vyšší neţ teploty tání 
analyzovaných vzorků. 
Výsledné produkty qPCR o velikosti 466 bp byly detekovány metodou agarózové 
elektroforézy (1,8% gel). Velikost produktů byla zjištěna srovnáním s DNA standardem (100 
bp ţebříček). U všech vzorků, kromě vzorku DNA izolovaného pomocí fenolové extrakce 
s přídavkem lysozymu o koncentraci 5 mg/ml, byla potvrzena přítomnost bakteriální DNA na 
gelu. Nepřítomnost produktu PCR v tomto vzorku na gelu je způsobena zřejmě chybou při 
pipetování. Všeobecně nízká intenzita produktů PCR specifických pro doménu Bacteria můţe 
být způsobena znečištěním vzorků izolované DNA např. v důsledku přítomnosti inhibitorů 
qPCR. Dalším důvodem můţe být také delší doba eluce bakteriální DNA v TE pufru, kdy se 
do roztoku mohly uvolnit barviva, inhibitory nebo další sloţky, které nebyly odstraněny při 
izolaci nukleových kyselin. Po zředění DNA by nečistoty méně ovlivňovaly výsledek a 
fragmenty na gelu by mohly být intenzivnější. Všechny vzorky byly proto pro další pouţití 
10× vyředěny na výslednou koncentraci 1 ng/µl.  
Nízká efektivita PCR reakce můţe být dána také zvolenými primery. Pro qPCR byly 
pouţity primery navrţené pro konvenční PCR, které nesplňují poţadavek na velikost 
produktu qPCR. Jsou příliš dlouhé a to negativně ovlivní fluorescenci. Zvolené primery také 
nemusí být plně specifické pro bakterie ve vzorku. 
I přes tyto moţné nedostatky byla pomocí qPCR specifické pro doménu Bacteria za pouţití 
primerů F_eub a R_ eub ve všech vzorcích prokázána bakteriální DNA. 
 
6.3.2 qPCR specifická pro rod Lactobacillus 
Pro amplifikaci byla pouţita templátová DNA izolovaná z Miso sójové Bio o objemu 3 μl a 
koncentraci 1 ng/μl. Mnoţství DNA laktobacilů bylo vyhodnoceno metodou relativní 
kvantifikace. Pomocí softwaru byl vypočten poměr mezi mnoţstvím výchozího templátu 
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DNA a referenčního vzorku. Nejvyšší mnoţství cílové DNA bylo detekováno ve vzorku DNA 
izolované pomocí magnetických částic s přídavkem lysozymu o koncentraci 10 mg/ml. 
Z výsledků Melt analýzy bylo zjištěno, ţe v produktech PCR vzorků DNA izolovaných 
magnetickou separací a vzorku DNA izolovaného fenolovou extrakcí s přídavkem lysozymu o 
koncentraci 3 mg/ml se vyskytují nespecifické produkty. Tytéţ produkty byly detekovány i 
gelovou elektroforézou. Nespecifické produkty vznikají spojováním primerů na konci reakce 
(dimery primerů), kdy uţ není například přítomna výchozí DNA. Teploty tání analyzovaných 
vzorků se mírně odlišují od teploty tání pozitivní kontroly. Důvodem můţe být přítomnost 
DNA jiných druhů rodu Lactobacillus v analyzovaném produktu neţ v pozitivní kontrole 
(Lactobacillus paracasei subsp. paracasei CCM 1752). 
Přítomnost specifických produktů (velikost 92 bp) byla potvrzena agarózovou 
elektroforézou (1,8% gel). 
Z vyhodnocení Melt analýzy a následné gelové elektroforézy vyplývá, ţe naamplifikovaná 
DNA je specifická pro rod Lactobacillus. Ve vzorcích byla tedy prokázána přítomnost 
bakteriální DNA Lactobacillus. 
 
6.3.3 qPCR specifická pro kvasinky 
Pomocí qPCR specifické pro kvasinky byla za pouţití primerů Oli-F a Oli-R dokázána 
přítomnost kvasinkové DNA ve vzorku. Pro amplifikaci byla pouţita templátová DNA 
izolovaná z Miso sójové Bio o objemu 5 μl a koncentraci 10 ng/μl.  
Mnoţství kvasinkové DNA bylo vyhodnoceno metodou relativní kvantifikace. Pomocí 
softwaru byl vypočten poměr mezi mnoţstvím výchozího templátu DNA a referenčního 
vzorku. Nejvyšší mnoţství kvasinkové DNA bylo prokázáno ve vzorku DNA izolované 
pomocí fenolové extrakce s přídavkem lysozymu o koncentraci 3 mg/ml. 
Z výsledků Melt analýzy vyplývá, ţe produkt PCR vzorku DNA izolované pomocí 
magnetických částic o koncentraci lysozymu 10 mg/ml je detekován jako nespecifický 
produkt, protoţe jeho hodnota teploty tání se velmi liší od teplot tání specifických produktů. 
Teploty tání analyzovaných vzorků se mírně odlišují od teploty tání pozitivní kontroly. A to z 
důvodu přítomnosti DNA jiných kvasinek v analyzovaném produktu neţ v pozitivní kontrole 
(Saccharomyces cerevisiae CCY 21-4-81). 
Výsledné produkty PCR o velikosti 152 bp byly detekovány agarózovou elektroforézou 
(1,8% gel). U všech vzorků byla prokázána přítomnost kvasinkové DNA. 
Objem přidané templátové DNA byl zvýšen z 1 μl na 5 μl. A to z důvodu komplexního 
typu vzorku, kde kvasinková DNA je problematická k identifikaci (koncentrace kvasinek ve 
vzorku je velmi nízká a obsahuje komplex kvasinkových MO). 
Z vyhodnocení výsledků Melt analýzy a následné gelové elektroforézy vyplývá, ţe 
naamplifikovaná DNA je specifická pro kvasinky. 
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7 ZÁVĚR 
Teoretická část bakalářské práce se zabývá výskytem a funkcí probiotických mikroorganismů 
v potravinách, zejména v méně tradičních nemléčných produktech jako jsou regionální 
potraviny hlavně asijských zemí. Dále jsou zde zmíněny zdraví prospěšné vlastnosti probiotik 
a nároky kladené na probiotické MO obsaţené v těchto potravinách. Tato část se také zabývá 
popisem molekulárně diagnostické metody PCR v reálném čase, kterou lze vyuţít k detekci a 
kvantifikaci MO v potravinách. 
V experimentální části byla studována přítomnost probiotických MO ve vzorku 
fermentovaného výrobku Miso sójové bio. Byla provedena optimalizace postupu přípravy 
hrubého lyzátu buněk z tohoto typu vzorku. Z hrubého lyzátu byla izolována DNA pomocí 
fenolové extrakce a s vyuţitím neporézních polymerních magnetických částic F-kol 135 ox. 
Po spektrofotometrickém stanovení čistoty a koncentrace izolované DNA byla provedena 
qPCR specifická pro doménu Bacteria, pro rod Lactobacillus a pro kvasinky. Jako templátová 
DNA byla pouţita DNA získaná ze vzorku. Jako fluorescenční substrát bylo vyuţito 
interkalační barvivo SYTO-9. 
Výrobce udává, ţe produkt obsahuje plíseň Aspergillus oryzae. Produkt můţe obsahovat i 
jiné MO, které se například vyuţívají při jeho výrobě nebo se přirozeně vyskytují v substrátu 
(sója), jak uvádí různé zdroje. V experimentální části byla metodou qPCR prokázána 
přítomnost DNA domény Bacteria, DNA bakterií rodu Lactobacillus a celková DNA 
kvasinek. 
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9 SEZNAM POUŢITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
bp (base pair) pár bází 
CCM České sbírka mikroorganismů 
CIZ    chloroform-izoamylalkohol (24:1) 
ct prahový cyklus 
DNA   deoxyribonukleová kyselina 
dNTP   deoxyribonukleosidtrifosfát 
dsDNA  dvouřetězcová DNA 
EDTA   kyselina ethylendiamintetraoctová 
FAO (Food and Agriculture Organization) Organizace pro výţivu a zemědělství 
LAB   bakterie mléčného kvašení 
MO    mikroorganismy 
NaCl   chlorid sodný 
NK    nukleová kyselina 
PCR   polymerázová řetězová reakce 
PEG   polyethylen glykol 
qPCR   kvantitativní polymerázová řetězová reakce 
R
2
    korelační koeficient 
RNA    ribonukleová kyselina 
SDS   dodecylsulfát sodný 
SCFA   mastná kyselina s krátkým řetězcem 
Tag DNA termostabilní enzym izolovaný z termofilní bakterie Thermus Aquaticus 
TBE   Tris-borát-EDTA 
TE    Tris-EDTA 
WHO   (World Health Organization) Světová zdravotnická organizace 
 
